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(57) Abstract 

The invention concerns a method for amplifying the formation of complexes between the two elements of a ligand/receptor pair and 
its uses for detecting the presence of a substance corresponding to one of the two elements of a ligand/receptor pair in a sample and the 
electromagnetic signal characteristic of a substance biological activity corresponding to one of the two elements of a ligand/receptor pair 
in an electromagnetic signal. Said amplification method consists in: contacting the two elements of the ligand/receptor pair in conditions 
ensuring their reaction; prior to, simultaneously with or subsequent to said contacting, applying to one and/or the other of said elements 
an electromagnetic signal characteristic of the biological activity of one and/or the other of said elements. The invention is applicable to 
biological diagnosis in human and veterinary medicine, bacteriological control in the pharmaceutical, cosmetic and food industry. 

(57) Abre^e* 

L'invention se rapporte a un proc6d6 d' amplification de la formation de complexes entre les deux elements d'un couple ligand/recepteur 
ainsi qu'a ses utilisations pour d&ecter la presence, d'une part, d'une substance correspondant a Fun des deux elements d'un couple 
ligand/recepteur dans un echantillon et, d'autre part, du signal electromagnttique caractenstique de l'activit6 biologique d'une substance 
correspondant a Tun des deux elements d'un couple ligand/recepteur dans un signal £lectromagnelique. Ce proce<16 d'amplification comprend- 
la mise en contact des deux eldments du couple ligand/recepteur dans des conditions propres a permettre leur reaction; et prealablement 
simultan6ment ou posteneurement a cette mise en contact, l'application a Tun et/ou l'autre de ces 61ements du signal eiectromagnelique 
caractensique de 1'acavit* biologique de Tun et/ou l'autre desdits elements. Applications: diagnostic biologique en m6decine humaine et 
vStennaire, contrdle bactenologique dans rindustrie pharmaceutique, 1'industrie cosm&ique, les productions et industries alimentaire etc 



BEST AVAILABLE COPY 



UNIQUEMENT A TITRE D'INFORMATION 



Codes utilises pour identifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couverture des brochures publiant des demandes 
intemationales en vertu du PCT. 



AL 


Albanic 


ES 


Espagne 


LS 


Lesotho 


SI 


Slovenie 


AM 


Arm erne 


FI 


Finlande 


LT 


Lituanie 


SK 


Slovaquie 


AT 


Autriche 


FR 


France 


LU 


Luxembourg 


SN 


Senegal 


AU 


Australie 


GA 


Gabon 


LV 


Lettonie 


sz 


Swaziland 


AZ 


Azerbaldjan 


GB 


Royaumc-Uni 


MC 


Monaco 


TD 


Tchad 


BA 


Bosnte-Herzegovine 


GE 


Georgie 


MD 


Rfcpublique de Moldova 


TG 


Togo 


BB 


Barbade 


GH 


Ghana 


MG 


Madagascar 


TJ 


Tadjikistan 


BE 


Belgique 


GN 


Guinee 


MK 


Ex-Republique yougoslave 


TM 


Turkmenistan 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Grece 




de Macecbine 


TR 


Turquie 


BG 


Bulgaric 


HU 


Hongne 


ML 


Mali 


TT 


Trmit6-et-Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


Irlande 


MN 


Mongolie 


UA 


Ukraine 


BR 


Biesil 


IL 


Israel 


MR 


Mauritanie 


UG 


Ouganda 


BY 


Belarus 


IS 


Islande 


MW 


Malawi 


US 


Etats-Unis d'Amenque 


CA 


Canada 


IT 


Italic 


MX 


Mexique 


UZ 


Ouzbtkistan 


CF 


Republiquc ccntrafricaine 


JP 


Japon 


NE 


Niger 


VN 


Viet Nam 


CG 


Congo 


KE 


Kenya 


NL 


Pays-Bas 


YU 


Yougoslavie 


CH 


Suisse 


KG 


Kirghizistan 


NO 


Nbrvege 


ZW 


Zimbabwe 


C! 


Cote d' I voire 


KP 


Republiquc populaire 


NZ 


NouveUe-ZeTande 






CM 


Cameroun 




democraiique de Coxtc 


PL 


Pologne 






CN 


Chine 


KR 


Republkjue de Coree 


PT 


Portugal 






CU 


Cuba 


KZ 


Kazakstan 


RO 


Roumanie 






CZ 


Rfcpublique t cheque 


LC 


Sainte-Lucie 


RU 


Federation de Russie 






DE 


AUemagne 


U 


Liechtenstein 


SD 


Soudan 






DK 


Dancmark 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Suede 






EE 


Estonie 


LR 


Liberia 


SG 


Singapour 







f 

WO 99/54731 PCT/FR99/00915 

PROCEDE D'AMPLIFICATION DE LA FORMATION DE COMPLEXES 
LIGANDS-RECEPTEURS ET SES UTILISATIONS 

La presente Invention se rapporte a un procede ^amplification de la 
formation de complexes entre les deux elements d f un couple ligand/recepteur, a un 
5 procede et a un appareil de detection de la presence, dans un echantillon (ci-apres 
"echantillon analytique"), d'une substance correspondant a Tun des deux elements d'un 
couple ligand/recepteur, mettant en oeuvre ce procede . ^amplification, aux 
applications de ce procede de detection, ainsi qu'a un procede de detection de la 
presence, dans un signal electromagnetique, du signal electromagnetique 
10 caracteristique de l'activite biologique d'une substance correspondant a Tun des deux 
elements d'un couple ligand/recepteur, mettant egalement en oeuvre ledit procede 
^amplification. 

Pour d6tecter la presence d'une substance dans un echantillon 
analytique, on a propose de tres nombreuses methodes fondees sur la capacite de cette 
15 substance a se lier specifiquement a une autre substance et a reagir avec elle. 

En particulier, les proprietes d'affinite que presentent les anticorps 

vis-a-vis des antigenes som Ha b^^ 

de detection qui ont en commun d f utiliser la formation de complexes antigenes- 
anticorps - la substance recherchee pouvant etre soit Tantigene, soit Tanticorps - et de 
20 detecter, voire de quantifier, les complexes ainsi formes. 

A titre d'exemples de m&hodes immunologiques de detection qui 
sont tres frequemment utilisees, on peut citer rimmunoprecipitation, les reactions 
d'agglutination, la dialyse a Tequilibre, Textinction de fluorescence, la polarisation de 
fluorescence, Timmunoelectrophorese, la contre-immunoelectrophorese ou 
25 electrosynerese, les dosages radio-immmunologiques (RIA), les dosages immuno- 
enzymatiques (ELISA) ou encore rimmunofluorescence. 

Ces methodes immunologiques de detection, si elles presentent 
incontestablement de grandes qualites, ne donnent toutefois pas totalement 
satisfaction. 
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En premier lieu, leur sensibilite (qui est definie par la concentration 
minimale de substance recherchee que ces methodes detectent) est, dans la plupart des 
cas, insuffisante. Ainsi, BERZOFSKY et BERKOWER (Antigen-Antibody 
Interaction, In : WE Paul, Fundamental Immunology, RAVEN PRESS, New- York, - 
5 1984, 595) ont montre que, pour ce qui conceme par exemple la detection des 
anticorps, a l'exception des tests de neutralisation des phages avec lesquels il est 
possible de detecter la presence d*une seule molecule d'anticorps mais dont l'usage est 
extremement limite, tres peu de methodes ont une sensibilite inferieure a 10 ng 
d'anticorps par ml d'echantillon. 

10 11 est donc souhaitable de developper de nouvelles techniques qui 

permettent d'abaisser le seuil de detection d'une substance recherchee. 

Par ailleurs, toutes les methodes de detection immunologiques 
proposees a ce jour comprennent une etape qui consiste a incuber un volume 
determine - qui est generalement au minimum de 500 ul - du prelevement a analyser 

15 avec un reactif specifique et ce, pour chaque substance recherchee. De ce fait, elles 
presentent 1'inconvenient de necessiter, des que l'analyse d'un prelevement porte sur 
plusieurs substances - comme cela est tres souvent le cas des analyses medicales a 
visee diagnostique -, un prelevement d'un volume relativement important, ce qui n'est 
pas toujours bien supporte par les patients, notamment dans le cas de prelevements 

20 sanguins. 

De plus, le fait que ces methodes de detection necessity pour leur 
mise en oeuvre, de disposer du prelevement a analyser ou, a tout le moins, d'un 
echantillon de celui-ci, n'est pas sans presenter un certain nombre de contraintes. En 
effet: 

25 ~ d,une il est frequent que des prelevements ayant donne lieu a 

des analyses doivent etre conserves de maniere a ce que la fiabilite de ces analyses 
puisse etre controlee ulterieurement ou que des analyses complementaires puissent 
etre realisees. Ainsi, par exemple, les centres de transfusion sanguine, les services de 
medecine legale et les centres de prelevements tissulaires conservent des echantillons 

30 de tous les prelevements biologiques qu'ils sont amenes a effectuer. Cette 
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conservation, qui est realisee par congelation desdits echantillons, outre d'avoir un 
cout non negligeable, necessite des equipements et des locaux adaptes. 

- d'autre part, il est egalement frequent que des prelevements ne 
puissent pas etre analyses sur le lieu ou ils ont ete realises et qu'il soil necessaire de les 
5 acheminer jusqu'au laboratoire charge d'en effectuer l'analyse. Or, l'acheminement de 
prelevements biologiques, outre qu'il n'est jamais tres aise a mettre en oeuvre en raison 
de la faible duree de conservation des substances biologiques en l'absence de 
congelation, pose un certain nombre de difficultes lorsque ces prelevements sont 
potentiellement contaminants. De plus, la duree d'un tel acheminement differe d'autant 
10 1'obtention des resultats de l'analyse. 

Le probleme se pose, par consequent, de foumir une methode qui 
permette de detecter la presence d'une substance dans un echantillon avec, a la fois, 
une tres grande sensibilite et une haute specificite, tout en offrant la possibility 
d'effectuer autant d'analyses que necessaires a partir de microprelevements, de 

15 s'affranchir, de plus, des contraintes de conservation, d'expedition et de transport des 
prelevements que presentent les methodes actuellement utilisees pour la detection 
d'une substance, et qui puisse, en outreTetre mise en oeuvre aisement et rapidement 
sans necessiter un equipement lourd et on6reux. 

Or, dans le cadre de leurs travaux sur la transmission d'une activite 

20 biologique sous la forme d'un signal electromagnetique, les Inventeurs ont constate 
que Implication, a l'un et/ou l'autre des elements d'un couple ligand/recepteur tel 
qu'un couple antigene/anticorps, du signal electromagnetique caracteristique de 
l'activite biologique de l'un et/ou l'autre de ces elements a, de facon tout a fait 
surprenante, pour effet d'amplifier la formation de complexes entre les deux elements 

25 de ce couple lorsque. ces derniers sont mis a reagir ensemble et ce, de maniere tres 
specifique, et ont eu l'idee de mettre a profit cet effet pour detecter d'une part, la 
presence d'une substance dans un echantillon analytique et, d'autre part, la presence du 
signal electromagnetique caracteristique de l'activite biologique d'une substance dans 
un rayonnement electromagnetique. 
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La presente Invention a, done, pour objet un precede d'amplification 
de la formation de complexes entre les deux elements d'un couple ligand/recepteur par 
reaction de ces deux elements, lequel precede est caracterise en ce qu'il comprend : 

- la mise en contact des deux elements du couple ligand/recepteur 
dans des conditions propres a permettre leur reaction, et 

- prealablement, simultanement ou posterieurement a cette mise en 
contact, Implication a l'un et/ou 1'autre de ces elements du signal electromagnetique 
caracteristique de l'activite biologique de Tun et/ou 1'autre desdits elements. 

Au sens de la presente Invention, on entend par "couple 
ligand/recepteur", tout couple forme par deux substances capables de se reconnaitre 
specifiquement, de se Her et de reagir ensemble en formant des complexes. Ainsi, il 
peut s'agir d'un couple antigene/anticorps ou haptene/anticorps dans lequel le ligand 
(l'antigene ou l'haptene) peut etre un compose biologique (proteine, enzyme, hormone, 
toxine, marqueur tumoral, ...), un compose chimique (principe actif medicamenteux 
15 par exemple), ou un antigene cellulaire ou particulaire (cellule, bacterie, virus, 
champignon, ...), le recepteur pouvant etre un anticorps soluble ou un recepteur 
membranaire. II peut egalement s'agir d'un couple forme par une^rnT et son 
substrat specifique. 

Par ailleurs, on entend par "signal electromagnetique caracteristique 
20 de l'activite biologique" d'un element, le signal electromagnetique capte a partir d'un 
element biologiquement actif tel qu'une substance, une cellule ou un micro-organisme, 
.... ou d'une matiere contenant cet Element tel qu'une preparation purifiee, un 
prelevement biologique, un organe ou un etre vivant, ainsi que cela a ete decrit dans la 
Demande Internationale WO 94/17406 au nom de J. BENVENISTE. On entend 
25 egalement par "signal electromagnetique caracteristique de l'activite biologique" d'un 
element, les signaux derives d'un signal tel que defini ci-dessus par numerisation et/ou 
traitement de signal. Par ailleurs, dans cette expression, on emploie le terme 
"caracteristique" dans le sens ou le signal electromagnetique capte contient une 
information caracterisant le fait que la matiere a partir de laquelle est capte ce signal 
30 presente l'activite biologique en question. Le signal electromagnetique capte a partir 
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d*un materiel contenant une pluralite d'elements biologiquement actifs presente 
1'activite biologique de chacun des elements qu'tl contient. 

Selon un premier mode de mise en oeuvre prefere du precede 
d'amplification conforme a Invention, la reaction entre le ligand et le recepteur est 
5 realisee en utilisant deux reactifs contenant respectivement le ligand et le recepteur, et 
on applique, a l'un et/ou l'autre de ces reactifs, un signal electromagnetique a tester et 
suspecte comprendre le signal electromagnetique caracteristique de 1'activite 
biologique de ce ligand et/ou de ce recepteur. 

Dans ce qui precede et dans ce qui suit, on designe sous le terme de 
10 "reactif *, toute preparation dont la composition est connue, qui contient le ligand ou le 
recepteur en une quantite egalement connue et se presente soit sous une forme seche 
telle qu'un lyophilisat a reconstituer dans un solvant, soit sous une forme liquide telle 
qu'une solution ou une suspension, le ligand ou le recepteur pouvant etre fixe sur une 
phase solide (particules ou billes de latex, de veire ou de polystyrene, ...). 
15 Selon une premiere disposition avantageuse de ce premier mode de 

mise en oeuvre, Implication, a l'un et/ou l'autre des reactifs, du signal 
el^tromagnetique aTtester est realisee par exposition ~d*une _ solution ou d'une 
suspension contenant l'un et/ou l'autre de ces reactifs, a ce signal electromagnetique. 

En variante, Implication, a l'un et/ou l'autre des reactifs, du signal 
20 electromagnetique a tester est realisee par dilution d'une solution ou d'une suspension 
comprenant l'un et/ou l'autre de ces reactifs, dans un solvant ayant ete prealablement 
expose a ce signal electromagnetique. 

Ainsi, par exemple, lorsque les reactifs que Ton souhaite utiliser sont 
en solution ou en suspension dans une phase liquide, il est possible de leur appliquer 
25 le signal electromagnetique a tester : 

* soit prealablement a leur utilisation : 

• en exposant l'un et/ou l'autre de ces reactifs ou des aliquotes de l'un et/ou l'autre de 
ces reactifs a ce signal electromagnetique, ou 

• en diluant l'un et/ou l'autre desdits reactifs ou leurs aliquotes dans un volume d'un 
30 solvant ayant ete prealablement expose au dit signal electromagnetique, 
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* soit lore de la mise en oeuvre du precede d'amplification 
conforme a l'lnvention : 

• en exposant a ce signal electromagnetique un aliquote de chacun de ces reactifs, 
apres depot de ces aliquotes sur un support (lame par exemple) mais prealablement 
a leur mise en contact, ou 

• en melangeant un aliquote du premier reactif avec un aliquote du deuxieme reactif 
sur un support ou dans un tube, et en exposant ce melange au signal 
electromagnetique, ou encore 

• en melangeant un aliquote du premier reactif avec un aliquote du deuxieme reactif 
sur un support ou dans un tube et en diluant ce melange dans un volume d'un 
solvant ayant ete prealablement expose audit signal electromagnetique. 

Selon une autre disposition avantageuse de ce premier mode de mise 
en oeuvre, Implication, a l'un et/ou l'autre des reactifs, du signal electromagnetique a 
tester est realisee par dissolution ou mise en suspension de ce ou ces reactifs dans un 

15 solvant ayant ete prealablement expose a ce signal electromagnetique. Cette 
disposition presente un interet tout particulier lorsque les reactifs que l'on souhaite 
utiliser, se trouvent sous une forme deshydratee telle qu'un lyophilisat, puisqu'il est 
alors possible de leur appliquer le signal electromagnetique a tester simplement en les 
dissolvant ou en les mettant en suspension selon le cas, dans un volume d'un solvant 

20 ayant ete prealablement expose a ce signal electromagnetique. 

Avantageusement, le signal electromagnetique a tester est un signal 
electromagnetique capte a partir d'un echantillon a analyser et suspecte contenir ce 
ligand et/ou ce recepteur, cet echantillon pouvant etre aussi bien issu d'un prelevement 
biologique (sang, urine, lait, ...) que d'un prelevement non biologique (eau, produit 

25 alimentaire, produit pharmaceutique, produit cosmetique, ...). 

En variante, le signal electromagnetique a tester peut egalement etre 
un signal electromagnetique rayonne par une source de rayonnement 
electromagnetique, notamment une source suspectee emettre un rayonnement nocif 
pour les etre vivants du type ligne haute-tension, transformateur, moteur electrique, 

30 four a micro-ondes, accelerateur de particules, source de rayons X, ... De meme, le 
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signal electromagnetique a tester peut provenir de l'acquisition d'un signal mecanique 
comme des vibrations, d'un signal electrostatique ou autre. 

Selon un deuxieme mode de mise en oeuvre prefere du precede 
d'amplification confonne a l'Invention, la reaction entre le ligand et le recepteur est 
5 realisee en mettant en contact un echantillon a analyser et suspecte contenir le ligand 
et/ou le recepteur, avec un reactif contenant soit le recepteur, soit le ligand (selon la 
substance suspectee etre presente dans l'echantillon analytique avec laquelle on 
souhaite faire reagir ce reactif), et on applique, a cet echantillon et/ou a ce reactif, le 
signal electromagnetique caracteristique de l'activite biologique dudit ligand et/ou 
10 dudit recepteur. 

Selon une premiere disposition avantageuse de ce deuxieme mode de 
mise en oeuvre, Implication, a l'echantillon a analyser, du signal electromagnetique 
caracteristique de l'activite biologique du ligand et/ou du recepteur est realisee par 
exposition de cet echantillon a ce ou ces signaux electromagnetiques, ou par dilution 
15 de cet echantillon dans un solvant ayant ete prealablement expose au(x)dit(s) 
signal(aux) electromagnetique(s). 



Selon une autre disposition avantageuse de ce deuxieme mode de 
mise en oeuvre, 1'application, au reactif destine a reagir avec l'echantillon a analyser, 
du signal electromagnetique caracteristique de l'activite biologique du ligand et/ou du 

20 recepteur est realisee par exposition d'une solution ou d'une suspension contenant ce 
reactif a ce ou ces signaux 61ectromagnetiques, ou par dilution d'une telle solution ou 
suspension dans un solvant ayant ete prealablement expose a ce ou ces signaux 
electromagnetiques, ou encore par dissolution ou mise en suspension de ce, reactif 
dans un solvant ayant ete prealablement expose au(x)dit(s) signal(aux) 

25 electromagnetique(s). 

En variante, on applique, a l'echantillon a analyser et au reactif 
destine a reagir avec lui, le signal electromagnetique caracteristique de l'activite 
biologique du ligand et/ou du recepteur, par exposition d'une solution ou d'une 
suspension contenant cet echantillon et ce reactif a ce ou ces signaux electro- 
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magnetiques, ou par dilution d'une telle solution ou suspension dans un solvant ayant 
ete prealablement expose au(x)dit(s) signal(aux) electromagnetique(s). 

Selon une disposition particulierement preferee de ce deuxieme 
mode de mise en oeuvre, on applique, a 1'echantillon a analyser et/ou au reactif destine 
5 a reagir avec lui, a la fois le signal electromagnetique caracteristique de l'activite 
biologique du ligand et le signal electromagnetique caracteristique de l'activite 
biologique du recepteur. En effet, les Inventeurs ont constate que, s'il suffit 
d'appliquer, aux elements du couple ligand/recepteur, le signal electromagnetique 
caracteristique de l'activite biologique d'un seul de ces elements pour obtenir une 

10 amplification des complexes formes par leur reaction, cette amplification est plus 
elevee lorsqu'on applique a ces elements simultanement les signaux 
electromagnetiques caracteristiques de l'activite biologique de chacun d'eux. 

Quel que soit le mode de mise de oeuvre du precede d'amplification 
conforme a l'lnvention, le solvant ayant ete prealablement expose au(x) signal(aux) 

15 electromagnetique(s) est avantageusement de l'eau ou du solute physiologique. 

Les reactifs susceptibles d'etre utilises dans le precede 
d'amplification conforme a l'lnvention et contenant le ligand d'une part, et le recepteur 
d'autre part, peuvent etre aussi bien des reactifs prets a l'emploi disponibles dans le 
commerce que des reactifs specialement concus et prepares pour la mise en oeuvre de 

20 ce precede. Outre le fait que, comme mentionne ci-avant, ces reactifs peuvent se 
presenter sous differentes formes (seche, liquide, ...), ils peuvent, par ailleurs, etre 
couples a un marqueur tel qu'un isotope radioactif, une enzyme, une substance 
fluorescente, une particule coloree, la biotine ou un compose organometallique, propre 
a permettre la detection et/ou la mesure des complexes ligands-recepteurs resultant de 

25 la reaction entre le ligand et le recepteur. 

Le precede d'amplification comprend avantageusement, de plus, une 
etape d'acquisition du signal electromagnetique caracteristique de l'activite biologique 
de l'un et/ou 1'autre des elements du couple ligand/recepteur. 

Comme precedemment indique, le signal electromagnetique 

30 caracteristique de l'activite biologique de l'un et/ou 1'autre des elements du couple 
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ligand/recepteur peut provenir soit d'un echantillon a analyser et suspecte contenir ce 
ou ces elements, soit d'une source de rayonnement electromagnetique ou de 
l'acquisition d'un signal mecanique (vibrations), electrostatique ou autre, soit encore 
de reactifs contenant le ligand ou le recepteur en solution ou en suspension dans un 
5 solvant, selon les modes de mises en oeuvre du precede d'amplification conforme a 
l'lnvention. 

De maniere particulierement avantageuse, le precede d'amplification 
conforme a l'lnvention comprend, egalement, une etape d'enregistrement et de 
restitution d'une information representative du signal electromagnetique 

10 caracteristique de l'activite biologique de Tun et/ou l'autre des elements du couple 
ligand/recepteur. Ainsi, le signal electromagnetique caracteristique de l'activite 
biologique d'un echantillon analytique, une fdis enregistre, peut etre conserve 
indefiniment et utilise autant de fois que n6cessaire. De maniere similaire, les signaux 
electromagnetiques caract6ristiques de l'activite biologique du ligand et de l'activite 

15 biologique du recepteur captes a partir de reactifs, peuvent etre enregistres une fois 
pour toutes et etre utilises pour effectuer une pluralite de reactions mettant en jeu ce 
ligand et ce recepteur. 

Le precede d'amplification comprend avantageusement, en outre, 
une etape de detection des complexes resultant de la reaction entre le ligand et le 

20 recepteur et, eventuellement, de mesure de ces complexes. Cette etape peut, 
avantageusement, etre completee par la comparaison des resultats obtenus avec ceux 
observes pour une reaction servant de "temoin", c'est-a-dire une reaction conduite avec 
le meme couple ligand/recepteur et dans les memes conditions reactionnelles, mais 
sans application d'un signal electromagnetique aux elements de ce couple, que ce soit 

25 prealablement, simultanement ou posterieurement a leur mise en contact. 

La detection et/ou la mesure des complexes ligands-recepteurs sont 
susceptibles d'etre effectuees par toutes les methodes classiquement utilisees pour 
reveler et quantifier la formation de tels complexes. Ainsi, dans le cas de complexes 
antigenes-anticorps, il est possible d'utiliser aussi bien une revelation par 

30 agglutination, par immunoprecipitation, par extinction de fluorescence, par 
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polarisation de fluorescence qu'un test radio-immimologique, immuno-enzymatique 
ou encore un test d'immuno-fluorescence. 

Selon un mode de mise en oeuvre particulierement prefere du 
procede ^amplification conforme a Tlnvention, le ligand est un antigene ou un 
5 haptene, tandis que le recepteur est un anticorps ou un recepteur membranaire dirige 
specifiquement contre ce ligand. 

De maniere particulierement avantageuse, la reaction entre ce ligand 
et ce recepteur est une reaction revelee par agglutination, du fait de sa simplicity et de 
sa rapidite d'execution. 

10 La presente Invention a, egalement, pour objet un procede de 

detection de la presence d'une substance correspondant a Tun des deux elements d ! un 
couple ligand/recepteur dans un echantillon analytique, caracterise en ce qu'il 
comprend la mise en oeuvre d'un procede ^amplification tel que defini ci-avant. 

Selon un premier mode de mise en oeuvre particulierement prefere 

15 de ce procede de detection, celui-ci comprend : 

- la mise en contact de deux reactifs contenant respectivement le 
ligand et le recepteur, dans des conditions propres a permettre leur reaction, 

- prealablement, simultanement ou posterieurement a cette mise en 
contact, Papplication, a Tun et/ou l'autre de ces reactifs, du signal electromagnetique 

20 caracteristique de Tactivite biologique de l'echantillon analytique, et 

- la detection et/ou la mesure des complexes ligands-recepteurs 
formes au cours de la reaction entre les deux reactifs. 

Ainsi, Tobtention d'une amplification de la formation de complexes 
ligands-recepteurs entre les deux reactifs par rapport a une reaction "temoin" (telle que 
25 precedemment definie) traduit la presence, dans le signal electromagnetique de 
Tactivite biologique de rechantillon a analyser, du signal electromagnetique 
caracteristique de Vactivite biologique de la substance recherchee et, par voie de 
consequence, traduit la presence, dans cet echantillon, de la substance recherchee. 

Dans le cas ou une telle amplification est obtenue et ou l'echantillon 
30 analytique est susceptible de contenir non pas un seul des deux elements du couple 
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ligand/recepteur, mais ces deux elements, la presence, dans cet echantillon, de la 
substance recherchee peut etre confirmee par la comparaison des resultats obtenus 
avec : 

- soit ceux observes pour une reaction conduite dans les memes 
5 conditions reactionnelles mais avec une application a la fois du signal 

electromagnetique caracteristique de Tactivite biologique de Techantillon a analyser et 
du signal electromagnetique caracteristique de Tactivite biologique du ligand, 

- soit ceux observes pour une reaction conduite dans les memes 
conditions reactionnelles mais avec une application a la fois du signal 

10 electromagnetique caracteristique de Tactivite biologique de Techantillon a analyser et 
du signal caracteristique de Tactivite biologique du recepteur. 

Ainsi, si Implication simultanee du signal electromagnetique 
caracteristique de Tactivite biologique de Techantillon analytique et du signal 
electromagnetique caracteristique de Tactivite biologique du ligand se traduit par une 

15 amplification de la formation des complexes ligands-recepteurs par rapport a 
Tapplication du seul signal electromagnetique caracteristique de Tactivite biologique 
dudit echantillon analytique, alors cela signifie que cet echantillon ne contient pas de 
ligand et done ne contient que le recepteur. L ! absence ^augmentation de la formation 
des complexes ligands-recepteurs signant, elle, la presence du ligand dans Techantillon 

20 analytique. 

De maniere similaire, si Tapplication simultanee du signal 
Electromagnetique caracteristique de Tactivite biologique de Techantillon analytique et 
du signal electromagnetique caracteristique de Tactivite biologique du recepteur se 
traduit par une amplification de la formation des complexes ligands-recepteurs par 
25 rapport a Tapplication du seul signal electromagnetique caracteristique de Tactivite 
biologique dudit echantillon analytique, alors il peut en etre deduit que cet echantillon 
ne contient pas de recepteur et done ne contient que le ligand. L/absence 
^augmentation de la formation des complexes ligands-recepteurs signant, elle, la 
presence du recepteur dans Techantillon. 
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Afin d'eviter d'obtenir des resultats faussement negatifs, c'est-a-dire 
des resultats qui ne permettraient pas de reveler un effet d'amplification de 
Implication du signal electromagnetique caracteristique de l'activite de l'echantillon 
analytique et ce, bien que ce dernier contienne en realite la substance recherchee, les 
concentrations du ligand et du recepteur mis a reagir sont avantageusement choisies de 
maniere a etre suffisantes pour conduire a l'obtention de complexes ligands-recepteurs 
detectables en l'absence de Implication du signal electromagnetique caracteristique de 
l'activite biologique dudit echantillon, mais inferieures aux concentrations susceptibles 
d'aboutir a une saturation de la reaction entre ce ligand et ce recepteur. 

Selon un deuxieme mode de mise en oeuvre prefere de ce precede de 
detection, celui-ci comprend : 

- la mise en contact de l'echantillon analytique avec un reactif 
contenant soit le recepteur, si la substance recherchee dans l'echantillon est le ligand, 
soit le ligand, si la substance recherchee dans l'echantillon est le recepteur, dans des 

15 conditions propres a permettre leur reaction, 

- prealablement, simultanement ou posterieurement a cette mise en 



10 



contact, Implication, a cet echantillon et/ou ce reactif, du signal electromagnetique 
caracteristique de l'activite biologique du ligand et/ou du recepteur, et 

- la detection et/ou la mesure des complexes ligands-recepteurs 
20 eventuellement foimes, auquel cas, l'obtention de complexes ligands-recepteurs traduit 
la presence de la substance recherchee dans l'echantillon analytique. 

Ce deuxieme mode de mise en oeuvre prefere presente un interet 
tout particulier pour detecter la presence de substances dans des echantillons, dont on 
sait qu'elles ne sont pas detectables ou que tres difficilement par les autres methodes 
25 de detection disponibles, en raison de ce que ces substances sont generalement 
presentes a des concentrations tres faibles, voire a I'etat de traces. 

Le precede de detection de la presence d'une substance dans un 
echantillon analytique conforme a l'Invention presente de nombreux avantages. 

En effet, d'une part, il permet de detecter la presence d'une substance 
30 recherchee avec une tres grande sensibilite et une haute specificite. De ce fait, dans le 
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cas, par exemple, d'une analyse bacteriologique, il permet de suppriraer la necessite 
d'isoler les differents germes, de les cultiver, de proceder a un antibiogramme et 
d'identifier ces germes par leurs caracteres biochimiques, morphologiques et 
immunologiques, et autorise 1'obtention de resultats beaucoup plus rapidement que les 
5 methodes de detection immunologiques actuellement utilisees en bacteriologie. 

D'autre part, dans la mesure ou il suffit de disposer d'un echantillon 
de la taille d'une goutte pour etre en mesure d'acquerir et d'enregistrer le signal 
electromagnetique caracteristique de l'activite biologique de cet echantillon et ou, ce 
signal, une fois enregistre peut etre resume a la demande, ce precede offre la 

10 possibility de realiser autant d'analyses que Ton souhaite a partir d'un 
microprelevement. 

Enfin, renregistrement d'un signal electromagn6tique pouvant etre 
conserve indefiniment, par exemple sous la forme d'un fichier informatique 
susceptible d'etre conserve sur une simple disquette ou un CD-Rom, et d'etre transmis 

15 d'un lieu a un autre par tout moyen de transmission de donnees numeriques, ce 
precede permet, de plus, de supprimer toutes les contraintes de conservation, 
d'expedition et de transport des prelevement que presentent les methodes actuellement 
utilisees pour la detection d'une substance. 

Ce precede est susceptible d'etre utilise pour detecter toute substance 

20 capable de se lier specifiquement avec une autre substance et de reagir avec elle, etant 
entendu que le terme "substance" tel qu'il est utilise ici, designe aussi bien un compose 
biologique, un compose chimique, une cellule qu'un micro-organisme du type 
bacterie, virus ou champignon, sachant notamment que pour tout haptene, proteine ou 
complexe proteinique, il est possible de trouver sur le marche ou de faire fabriquer les 

25 anticorps correspondants. A ce titre, ce precede trouve, notamment, application dans le 
diagnostic biologique, que ce soit en medecine humaine ou veterinaire, ou pour le 
controle de qualite bacteriologique dans les industries telles que l'industrie 
pharmaceutique, l'industrie cosmetique, les productions et industries alimentaires. 

La presente Invention a, encore, pour objet un precede de detection 

30 de la presence, dans un signal electromagnetique a tester, d'un signal 
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electromagnetique caracteristique de l'activite biologique d'une substance 
correspondant a Tun des deux elements d'un couple ligand/recepteur, lequel procede 
est caracterise en ce qu'il comprend la mise en oeuvre d'un procede d'amplification tel 
que defini ci-avant. 

5 Selon un mode de mise en oeuvre prefere de ce procede de detection, 

le signal electromagnetique a tester est le signal electromagnetique rayonne par une 
source de rayonnement electromagnetique. 

L'Invention a, aussi, pour objet un appareil de detection de la 
presence d'une substance correspondant a Tun des deux elements d'un couple 
10 ligand/recepteur dans un echantillon analytique, lequel appareil est caracterise en ce 
qu'il met en ceuvre un procede selon 1'Invention et en ce qu'il comporte : 

a) des moyens de reception de l'echantillon analytique et d'un 
reactif contenant soit le recepteur, soit le ligand, permettant leur mise en contact dans 
des conditions propres a permettre leur reaction ; 

15 b) une source de signal electromagnetique caracteristique de 

l'activite du ligand et/ou du recepteur ; 

c) des moyens duplication du signal delivre par ladite source de 
signal electromagnetique a l'echantillon et/ou le reactif; et 

d) des moyens de detection et/ou de mesure des complexes 
20 ligands-recepteurs formes au cours de la reaction entre l'echantillon et le reactif. 

L'Invention a, en outre, pour objet un appareil de detection de la 
presence d'une substance correspondant a 1'un des deux elements d'un couple 
ligand/recepteur dans un echantillon analytique, lequel appareil est caracterise en ce 
qu'il met en oeuvre un procede selon 1'Invention et en ce qu'il comporte : 
25 a) des moyens de reception de deux reactifs contenant 

respectivement le ligand et le recepteur, permettant leur mise en contact dans les 
conditions propres a permettre leur reaction ; 

b) des moyens d'acquisition d'un signal electromagnetique de 
l'echantillon analytique ; 
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c) des moyens d'application du signal delivre par lesdits moyens 
d'acquisition de signal electromagnetique a l'un et/ou 1'autre des reactifs ; et 

d) des moyens de detection et/ou de mesure des complexes 
ligands-recepteurs formes en cours de la reaction entre les deux reactifs. 

5 Selon un mode de realisation avantageux de ces appareils, les 

moyens de detection comportent des moyens de detection optique. 

De maniere preferee, ces appareils comportent une enceinte munie 
d'un blindage electrique et magnetique entourant lesdits moyens de reception. 

Outre les dispositions qui precedent, l'Invention comprend encore 
10 d'autres dispositions qui ressortiront du complement de description qui suit, qui se 
rapporte a des exemples de realisation de dispositifs d'acquisition, d'enregistrement et 
d'application de signal susceptibles d'etre utilises selon l'Invention ainsi qu'a des 
exemples d'experimentations ayant permis de valider ie precede ^amplification objet 
de la presente Invention, et qui se-refere aux dessins annexes dans lesquels : 
15 ~ la Fi 8ure 1 represente un schema d'un premier exemple de 

realisation d'un dispositif d'acquisition de signal susceptible d'etre utilise selon la 
presente Invention ; 

- la Figure 2 represente un schema d'un deuxieme exemple de 
realisation d'un dispositif d'acquisition de signal susceptible d'etre utilise selon la 

20 presente Invention ; 

- la Figure 3 represente un schema d'un premier exemple de 
realisation d'un dispositif d'enregistrement de signal susceptible d'etre utilise selon la 
presente Invention ; 

- la Figure 4 represente un schema d'un deuxieme exemple de 
25 realisation d'un dispositif d'enregistrement de signal susceptible d'etre utilise selon la 

presente Invention ; 

- la Figure 5 represente un schema d'un exemple de realisation d'un 
dispositif d'application de signal susceptible d'etre utilise conformement a l'Invention ; 

- la Figure 6 raontre une image noir et blanc de 320 pixels x 240 
30 pixels des agglutinats formes au cours d'une reaction d'agglutination entre l'antigene 
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polysaccharidique $ Escherichia coli Kl et un anticorps dirige contre cet antigene, 
apres application du signal electromagnetique caracteristique de l'activite biologique 
de Streptococcus ; 

- la Figure 7 montre une image noir et blanc de 320 pixels x 240 
5 pixels des agglutinats formes au cours d'une reaction d'agglutination entre l'antigene 

polysaccharidique ^Escherichia coli Kl et un anticorps dirige contre cet antigene, 
apres application du signal electromagnetique caracteristique de l'activite biologique 
^Escherichia coli ; 

- la Figure 8 montre une image noir et blanc de 320 pixels x 240 
10 pixels des agglutinats formes au cours d'une reaction d'agglutination entre l'antigene 

polysaccharidique ^'Escherichia coli Kl et un anticorps dirige contre cet antigene, 
apres application simultanee des signaux electromagnetiques caracteristiques de 
l'activite biologique de Streptococcus et de l'activite biologique d'un anticorps dirige 
contre Escherichia coli ; 

15 - la Figure 9 montre une image noir et blanc de 320 pixels x 240 

pixels des agglutinats formes egalement au cours d'une reaction d'agglutination entre 
l'antigene polysaccharidique ^Escherichia coli Kl et un anticorps dirige contre cet 
antigene, apres application simultanee des signaux electromagnetiques caracteristiques 
de l'activite biologique ^Escherichia coli et de l'activite biologique de son anticorps 

20 specifique ; et 

- la Figure 10 represente un schema d'un exemple de realisation 
d'un dispositif de detection et/ou de mesure des complexes ligands-recepteurs 
susceptible d'etre utilise selon la presente Invention. 

Sur les Figures 1 a 5 et 10, on a utilise les memes references pour 
25 designer les memes elements. 

Par ailleurs, chaque image des Figures 6 a 9 correspond a une 
surface d'environ 2 mm x 1,5 mm du support sur lequel ont ete realisees les reactions 
d'agglutination. 
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II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes 
uniquement a titre d'illustrations de l'objet de l'Invention et n'en constituent en aucune 
maniere une limitation. 

On se refere tout d'abord aux Figures 1 a 5. 
5 Sur la Figure 1, on a represente schematiquement un premier 

exemple de realisation d'un dispositif d'acquisition du signal electromagnetique 
caracteristique de l'activite biologique d'une substance 1 disposee dans un contenant 3, 
par exemple un tube a essai. Un capteur 5, typiquement une bobine de type "capteur 
telephonique" commercialism en vue d'etre applique sur un ecouteur telephonique et 
10 relie a un magnetophone, est applique contre le contenant 3. Le contenant 3 peut 
egalement etre constitue par une paroi biologique, notamment la peau d'un etre vivant. 
Dans un tel cas, l'acquisition du signal electromagnetique s'effectue de maniere non 
invasive. 

Le signal recueilli par la bobine 5 est, avantageusement, amplifie par 
15 un amplificateur 7 et est disponible a une borne de sortie 9. Sans que cela presente un 
quel conque caractere limitatif de l'exemple illustre, une premiere ex tremit6 de la 
bobine 5 est connectee a l'entree de I'amplificateur-preamplificateur 7, l'extreniite 
opposee etant connectee a une masse 11. Dans un exemple de realisation, la bobine 5 
est un capteur telephonique du commerce presentant une longueur de 6 mm, un 
20 diametre interne de 6 mm contenant un noyau metallique, un diametre externe de 
16 mm et une impedance de 300 Q. 

Sur la Figure 2, on a represente schematiquement l'exemple prefere 
de realisation d'un dispositif d'acquisition du signal electromagnetique caracteristique 
de l'activite biologique d'une substance 1 contenue dans un contenant 3, dans lequel le 
25 dispositif comprend, de preference, dans une enceinte 13 munie d'un blindage 
electrique et magnetique, un transducteur 15 d'irradiation de ladite substance 1 
alimente par un generateur 17. Le transducteur 15 comporte, par exemple, une bobine, 
avantageusement completee par des guides d'ondes, par exemple, un entrefer (non 
represente) place au contact des parois exterieures du contenant 3. 
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Le generateur 17 genere un signal sinusoidal basse frequence, des 
signaux carres basse frequence, du bruit rose ou, avantageusement, du bruit blanc. Le 
spectre du signal d'excitation alimentant la bobine 15 correspond sensiblement .au 
spectre des frequences audibles (20 Hz - 20 000 Hz). Le generateur 17 peut etre un 
5 generateur de signal analogique de type connu ou, par exemple, une memoire morte 
(ROM, PROM, EPROM, EEPROM en terminologie anglo-saxonne) contenant le 
signal numerique du bruit desire et qui est reliee a un convertisseur numerique- 
analogique, ou la sortie ligne d'une carte sons d'un micro-ordinateur multimedia. 
Toutefois, la mise en oeuvre de frequences superieures ne sort pas du cadre de la 
1 0 presente Invention. 

Le capteur d'acquisition 5 peut comporter une bobine analogue a la 
bobine 5 du dispositif de la Figure 1 ou, avantageusement, une bobine de petit 
diametre relie par un guide d'ondes electromagnetiques a la paroi du contenant 3. 
Avantageusement, le signal capte par le capteur 5 est disponible a une borne de sortie 
1 5 9 d'un amplificateur-preamplificateur 7. 

Le signal disponible sur la borne 9 peut etre directement applique a 
la ou aux substances a irradier, notamment au ligand, au recepteur ou au couple 
ligand/recepteur (notamment a l'aide du dispositif illustre sur la Figure 5 et decrit ci- 
apres). 

20 L'enregistrement du signal peut etre effectue en analogique par un 

enregistreur de signal 19 (Figure 3), notamment sur bande magnetique 21 adapte aux 
frequences du signal capte. Pour les frequences acoustiques, on peut notamment 
utiliser un magnetophone. La borne de sortie 9 du dispositif d'acquisition de signal des 
Figures 1 ou 2 est reliee a l'entree microphone ou a l'entree ligne d'un tel 

25 magnetophone. Lors de la lecture, le signal est recueilli a une borne de sortie 9', 
notamment a la sortie ligne ou a la sortie haut-parleur du magnetophone 19. 

Avantageusement, on effectue un enregistrement numerique apres 
conversion analogique-numerique du signal. On utilise, par exemple, un micro- 
ordinateur 23 illustre sur la Figure 4, muni d'une carte d'acquisition de signal 25. II 

30 s'agit par exemple d'un ordinateur de type PC, tournant sous le systeme d'exploitation 
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WINDOWS* 95 de la Societe MICROSOFT et comportant, outre la carte 
d'acquisition 25, un microprocesseur 27, un interface d'entree/sortie 29, un controleur 
31 d'une m6moire de masse 33 et une interface video 35 reliee par un ou plusieurs bus 
37. La carte d'acquisition 25 comporte un convertisseur analogique 39 ayant, de 
5 preference, une resolution superieure a 10 bits, par exemple egale a 12 bits, ainsi 
qu'une frequence d'echantillonnage double de la. frequence maximale que l'on veut 
pouvoir numeriser pour le traitement de signaux. Dans les frequences acoustiques, la 
frequence d'echantillonnage est avantageusement sensiblement egale a 44 kHz. Pour le 
traitement de ces types de signaux, on utilise avantageusement une carte son pour 

10 micro-ordinateur, par exemple la carte Soundblaster 16 ou la carte Soundblaster 32 
vendues par la Societe CREATIVE LABS. L'ordinateur 23 muni de la carte 
d'acquisition de restitution 25, notamment d'une carte Soundblaster 32 peut 
avantageusement remplacer le generateur de signal 17 de la Figure 2. 

On connecte la sortie 9 des dispositifs d'acquisition de signal des 

15 Figures 1 a l'entree 9 du convertisseur analogique-numerique 39 de la carte 25 de 
l'ordinateur 23 ; on precede a une acquisition du signal pendant une duree par exemple 
comprise entre 1 et 60 s et on enregistre le fichier numerique dans une memoire de 
masse 33, par exemple sous la forme d'un fichier son au format .WAV. Ce fichier peut 
eventuellement subir un traitement numerique, comme par exemple une amplification 

20 numerique pour calibrage du niveau de signal, un filtrage pour 1'elimination de 
frequences non desirees, ou etre transforme en son spectre par une transformee de 
FOURIER discrete, de preference par l'algorithme de transformee de FOURIER rapide 
(FTT en terminologie anglo-saxonne). 

Le temps de reproduction sonore peut Stre augmente en repetant 

25 dans un fichier plusieurs fois un fragment ou la totalite du fichier son original. 

Sur commande, le fichier eventuellement traite est transforme par un 
convertisseur numerique-analogique 41 de la carte 25 (ou d'une carte separee), qui 
d61ivre sur la sortie 9' le signal electromagnetique analogique caracteristique de 
l'activite biologique a appliquer, selon le precede d'amplification conforme a 
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1'Invention, par exemple a un aliquote 43 d'un premier reactif et a un aliquote 45 d'un 
deuxieme reactif, comme illustre sur la Figure 5. 

Avantageusement, l'application du signal a ces aliquotes est realisee 
prealablement a lew melange. Le support sur lequel sont deposes ces aliquotes, par 
5 exemple, une lame 47 munie d'un capillaire 49 en forme de serpentin, est dispose dans 
un champ electromagnetique rayonne par un transducteur 51, typiquement une bobine 
dont une premiere extremite 9, 9' est reliee a la sortie 9 d'un dispositif d'acquisition des 
Figures 1 ou 2 ou a la sortie 9' d'un dispositif d'enregistrement des Figures 3 ou 4. 
L'extremite de la bobine opposee a la borne de connexion 9, 9' est, par exemple, 
10 connectee a la masse 11. 

Sans que cela represente un quelconque caractere limitatif, le 
transducteur 51 comporte avantageusement une bobine, d'axe horizontal permettant 
l'introduction de la lame 47. La bobine a, par exemple, une longueur de 120 mm, un 
diametre interne de 25 mm, un diametre exterieur de 28 mm, presente 631 tours d'un 
15 fil de diametre 0,5mm et une resistance de 4,7 Q. 

Avantageusement, le signal electrique applique sur cette bobine 51 
aura une amplitude de 2 volts efficaces. 

EXEMPLE 1 : AMPLIFICATION DE LA FORMATION D'AGGLUTINATS 
ENTRE L'ANTIGENE POLYSACCHARIDIQUE D' ESCHERICHIA COLI Kl 
20 ET UN ANTICORPS DIRIGE CONTRE CET ANTIGENE 

Le precede d'amplification conforme a 1'Invention a ete valide en 
testant les effets, sur une reaction d'agglutination entre l'antigene polysaccharidique 
$ Escherichia coli Kl et un anticorps dirige contre cet antigene : 

- de l'application du signal electromagnetique caracteristique de 
25 l'activite biologique d'une substance antigenique etrangere a cette reaction telle que 

Streptococcus, 

- de l'application du signal electromagn6tique caracteristique de 
l'activite biologique ^Escherichia coli, 
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- de l'application simultanee du signal electromagnetique 
caracteristique de l'activite biblogique de Streptococcus et du signal electromagnetique 
caracteristique de l'activite biologique d ! un anticorps dirige contre Escherichia coli, et 
enfin 

5 -de Implication simultanee du signal electromagnetique 

caracteristique de l'activite biologique ^Escherichia coli et du signal 
electromagnetique caracteristique de l'activite biologique d'un anticorps dirige contre 
cet antigene. 

1) Realisation des tests : 

10 a) Acquisition des signaux electromagnetiques : 

L f acquisition des signaux electromagnetiques caracteristiques des 
activites biologiques de Streptococcus, ^Escherichia coli et de son anticorps 
specifique a ete realisee au moyen du materiel d'enregistrement de la Figure 2. 

L'acquisition du signal electromagnetique caracteristique de l'activite 
15 biologique de Streptococcus a ete effectuee en pla9ant au centre de l'enceinte 13 un 
tube contenant 1 ml d'une suspension aqueuse de bacteries Streptococcus 
prealablement formolees (6.10 6 bacteries/ml). 

^acquisition des signaux electromagnetiques caracteristiques de 
Tactivite biologique ^Escherichia coli et de son anticorps specifique a ete realisee en 
20 operant de la meme maniere, mais en utilisant respectivement : 

- un tube contenant 1 ml dune suspension aqueuse de bacteries 
Escherichia coli prealablement formolees (6.10 6 bacteries/ml) ; et 

- un tube contenant 1 ml d'une suspension de particules d'un latex 
sensibilise par un anticorps monoclonal de souris specifique ^Escherichia coli Kl, 

25 provenant d'une trousse PASTOREX® MENINGITIS (Reference 61709 - SANOFI 
DIAGNOSTICS PASTEUR). 

b) Preparation des reactifs.de la reaction d'agglutination : 

Les tests ont ete realises en utilisant comme reactifs : 

- d'une part, une solution d'antigene poiysaccharidique 
30 (^Escherichia coli Kl preparee par dissolution d'un extrait antigenique provenant 
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(Tune trousse PASTOREX® MENINGITIS (Reference 61709 - SANOFI 
DIAGNOSTICS PASTEUR) dans 1 ml d'eau distillee et sterile, puis dilution au 1/7, 
1/7,5 ou 1/8 dans du serum physiologique ; et 

- d'autre part, le latex sensibilise par un anticorps monoclonal de 
5 souris specifique de l'anticorps ^Escherichia coli Kl present dans cette meme trousse, 

apres dilution au 1/3 dans du serum physiologique. 

c) Application des signaux electromagnetiques a la reaction d'agglutination : 
Pour chacun des tests, on a utilise le protocole suivant : 

- on place dans une etuve chauffee a 37°C un transducteur 
10 constitue par une bobine mesurant 120 mm de long et 25 mm de diametre interne, 

presentant 631 tours et une resistance de 4,7 fi, et reliee a la sortie 9 f du convertisseur 
numerique-analogique 41 d ! une carte Soundblaster d'un ordinateur 23 restituant les 
fichiers d'enregistrement constitue par les signaux electromagnetiques que Ton 
souhaite appliquer, le temps necessaire pour amener ce transducteur a la temperature 
15 de 37°C ; 

- on depose sur une lame munie d'un capillaire en forme de 
serpentin (de type de ceiles foumies dans les kits PASTOREXMENINGITIS)7~5" 
faibie distance de Touverture de ce dernier, une goutte (soit 40 a 50 ^1) de la solution 
antigenique telle que decrite au point b) ci-avant, ainsi qu ! une goutte (correspondant 

20 egalement a un volume de 40 a 50 \xl) du latex sensibilise par l'anticorps, en prenant 
garde a ce que ces gouttes ne se melangent pas ; 

- on applique, aux deux gouttes de reactifs ainsi deposees, le ou les 
signaux electromagnetiques desires en pla?ant la lame au centre du transducteur 
pendant environ 2 mn et en restituant un fichier son a Taide de Tordinateur 23 de la 

25 Figure 4 ; 

- on melange les deux gouttes de reactifs pendant environ 10 
secondes et on laisse pendant environ 13 minutes dans Tetuve le melange reactionnel 
migrer dans le capillaire et la reaction ^agglutination se produire ; 

- on sort alors la lame de Tetuve et on precede a une lecture de 
30 cette agglutination. 
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Comme visible sur la Figure 10, cette lecture est realisee par analyse, 
au moyen d f un logiciel d'analyse et de traitement damages implements sur un 
ordinateur de type PC 23' tournant sous le systeme Sexploitation WINDOWS® 95 
(MICROSOFT), d ! une image acquise a l'aide d ! une camera video 53 positionnee sur 
5 un microscope optique 55 et connectee audit ordinateur par une carte d' acquisition 
video 57. La camera 53 travaille en niveaux de gris. Un premier traitement augmentant 
le contraste, le seuil etant regie de maniere a ce que les agglutinats apparaissent en 
noir, tandis que les zones depourvues de particules de latex ou d'agglutinats 
apparaissent en blanc. 

10 A partir de l'analyse de la repartition spatiale bidimensionnelle des 

zones sombres de l'image, 1'ordinateur determine un index d'agglutination (I) calcule 

selon la formule : 

Surface occupee par les agglutinats de taille superieure a 60 pixels 
1= 

15 Surface occupee par les agglutinats de taille egale ou inferieure a 60 pixels 

Cet index d'agglutination est d'autant plus eleve que la taille des 
agglutinats formes au cours de la reaction d'agglutination est plus importante. 
^amplification est consideree comme positive lorsque, lors d'une experience, 

20 l'application des signaux electromagnetiques caracteristiques de 1'activite biologique 
^Escherichia coli et/ou de 1'activite biologique de son anticorps specifique conduit a 
l'obtention d f index d'agglutination au moins superieurs de 40% a l'index 
d'agglutination maximal obtenu, dans les memes conditions, et sur par exemple 3 
experiences, apres ^plication du signal electromagnetique caracteristique de 1'activite 

25 biologique de Streptococcus. 

2) Resultats : 

Le Tableau 1 ci-apres presente les index d'agglutination (I) obtenus 
dans une premiere serie de tests visant a comparer les efFets de l'application du signal 
electromagnetique caracteristique de 1'activite biologique ^Escherichia coli a ceux 
30 observes apres application, dans les memes conditions reactionnelles, du signal 
electromagnetique caracteristique de 1'activite biologique de Streptococcus, et ce, pour 
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3 dilutions differentes (1/7, 1/7,5 et 1/8) de la solution d'antigene polysaccharidique 
^Escherichia coli Kl utilisee comme reactif dans les reactions d'agglutination. 

TABLEAU 1 



Dilution de la solution 


Index d'agglutination (I) 


d'antigene E. coli Kl 


Signal Streptococcus 


Signal E. coli 




11 


173 


1/7 


6 


52 




16 


154 




58 


141 


1/7,5 


32 


117 




12 


107 




10 


113 


1/8 


6 


37 




8 


21 



5 



Par ailleurs, les Figures 6 et 7 montrent, a titre d'exemples, des 
"images cles a^lutinats formes d'urie part, apres applicafion du signaT 
electromagnetique caracteristique de l f activit6 biologique de Streptococcus (Figure 6) 
et, d'autre part, apres application du signal electromagnetique caracteristique de 

10 Tactivite biologique $ Escherichia coli (Figure 7). Ces images correspondent 
respectivement aux index d'agglutination de 32 et de 1 17 qui sont rapportes a la Seme 
ligne de resultats du Tableau 1. 

Le Tableau 2 ci-dessous presente, quant a lui, les index 
d'agglutination (I) obtenus dans une deuxifeme serie d'experimentations dans le cadre 

15 de laquelle les effets de 1'application simultanee du signal electromagnetique 
caracteristique de Vactivite biologique ^Escherichia coli et du signal 
electromagnetique caracteristique de l'activite biologique de l'anticorps dirige contre 
Escherichia coli y ont ete compares a ceux de Tapplication simultanee, dans les memes 
conditions reactionnelles, du signal electromagnetique caracteristique de l'activite 

20 biologique de Streptococcus et du signal electromagnetique caracteristique de l'activite 
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biologique de 1'anticorps dirige contre Escherichia coli et ce, pour 2 dilutions 
differentes (1/7 et 1/7,5) de la solution d'antigene polysaccharidique ^Escherichia coli 
Kl utilisee comme reactif. 

TABLEAU 2 



5 





Index d'agglutination (I) 


Dilution de la 






solution d'antigene 
E. coli Kl 


Signal Streptococcus 
+ 


Signal E. coli 
+ 




Signal anticorps 
anti-£. coli 


Signal anticorps 
anti-£. coli 


1/7 


18 
71 


94 
247 


1/7,5 


48 
93 


212 
1141 



Les Figures 8 et 9 montrent, egalement a titre d'exemples, des 

imag es des ag g lutinate q ui corres pondant respectivement aux index d'agg lutination de 

71 et de 247 rapportes a la 2eme ligne de resultats du Tableau 2. 
10 Tous ces resultats mettent clairement en evidence Taptitude que 

presente le signal electromagnetique caracteristique de Tactivite biologique d ! un 
element d f un couple ligand/recepteur, a amplifier la formation des complexes formes 
par la reaction entre ce ligand et ce recepteur et ce, de maniere tres specifique, puisque 
le signal electromagnetique caract6ristique de Tactivite biologique d'un element 
15 biologiquement actif, mais etranger a cette reaction ne produit, lui, pas d f e£fet 
d'amplification. 

lis montrent egalement que cette amplification est d ! autant plus 
prononcee que Ton applique, aux deux elements du couple ligand/recepteur, a la fois le 
signal electromagnetique caracteristique de Tactivite biologique de ce ligand et le 
20 signal electromagnetique caracteristique de Tactivite biologique de ce recepteur. 
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EXEMPLE 2 : DETECTION DE LA PRESENCE D'ESCHERICHIA COLI 
DANS UN ECHANTILLON 

L'interet de I'utilisation du proc6de d'amplification conforme a 
1'Invention pour la detection d'une substance presente dans un echantillon analytique 

5 a ete verifiee en effectuant une serie de tests visant a comparer les effets de 
l'application, sur une reaction d'agglutination entre Tantigene polysaccharidique 
<T Escherichia coli Kl et un anticorps monoclonal de souris specifique de cet antigene 
identique a celle mise en ceuvre dans l'exemple 1 
ci-avant, du signal electromagnetique capt6 a partir d'un echantillon d'un produit 

10 alimentaire, en Tesptee une compote de pommes, prealablement contamine par des 
bacteries Escherichia coli, avec ceux obtenus lors de l'application, dans les memes 
conditions reactionnelles, du signal electromagnetique capte a partir d'un echantillon 
temoin, c'est-a-dire non contamine, du meme produit alimentaire. 
1) Realisation des tests : 

15 L'acquisition des signaux 61ectromagnetiques des echantillons de 

compote de pommes (echantillons temoins et echantillons contamines) a ete realisee 
au moyen du materiel d'enregistrement de la Figure 2, en pla9ant au centre de 
T enceinte 13 : 

- dans le cas des echantillons temoins, un tube contenant 1 ml de 
20 compote prealablement diluee au 1/2 avec du serum physiologique, et 

- dans le cas des echantillons contamines, un tube contenant 
1 ml de compote prealablement diluee au 1/2 avec du serum physiologique et 
contaminee, par addition de bacteries Escherichia coli prealablement formolees, a 
raison de 3. 10 6 bacteries par ml de compote diluee. 

25 Les tests ont ete realises en utilisant comme reactifs : 

- d'une part, une suspension contenant des bacteries Escherichia 
coli prealablement formolees dans du serum physiologique, a raison de 
10 7 bacteries/ml, et 
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- d'autre part, le latex sensibilise par un anticorps monoclonal de 
souris specifique de l'anticorps ^Escherichia coli Kl present dans cette meme trousse, 
apres dilution au 1/3 dans du serum physiologique, 

et en suivant un protocole operatoire identique a celui decrit au paragraphe c) de 
5 l'exemple 1 ci-avant. 

2)Resultats : 

Le Tableau 3 ci-apres presente les index d' agglutination (I) obtenus 



dans trois series de tests. 

TABLEAU 3 

10 





Tests 


Index d'agglutination (I) 




Echantillons temoins 


Echantillons contamines 


Serie 1 


10 
25 
27 


42 
93 
104 




14 


30 




Serie 2 


17 
46 


153 
40 




Serie 3 


19 
34 


54 

314 



Comme visible sur le Tableau 3, la taille des agglutinats formes au 
cours de la reaction entre l'antigene polysaccharidique & Escherichia coli Kl et son 
anticorps specifique est substantiellement plus elevee dans le cas ou le signal 
15 electromagnetique applique au cours de cette reaction a ete capte a partir d'un 
echantillon de compote de pommes contamine par des bacteries Escherichia coli. 

Ces resultats montrent que le procede d'amplification conforme a 
Tlnvention peut avantageusement etre utilise pour detecter la presence, dans un 
echantillon analytique, d'une susbtance biologiquement active telle qu'une bacterie, 
20 meme lorsque cet echantillon presente une composition complexe, c'est-a-dire qu'il 



WO 99/54731 



28 



PCT/FR99/00915 



renferme, comme dans le cas des echantillons de compote de pommes, de nombreuses 
autres susbstances biologiquement actives. 

Ainsi que cela ressort de ce qui precede, l'lnvention ne se limite 
nullement aux fonnes de realisation qui viennent d'etre decrites de fa9on plus 
explicite ; elle en embrasse au contraire toutes les variantes qui peuvent venir a Tesprit 
du technicien en la matiere, sans s'ecarter du cadre, ni de la portee de la presente 
Invention. 
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REVENDICATIONS 

1 . Precede cTamplification d ! une reaction entre les deux elements 
d'un couple ligand/recepteur, caracterise en ce qu'il comprend : 

- la mise en contact des deux elements du couple ligand/recepteur 
dans des conditions propres a permettre leur reaction, et 

- prealablement, simultanement ou posterieurement a cette mise en 
contact, l'application k Tun et/ou l'autre de ces elements du signal electromagnetique 
caracteristique de 1'activite biologique de Tun et/ou l'autre desdits elements. 

2. Precede d'amplification selon la revendication 1, caracterise en ce 
que la reaction entre le ligand et le recepteur est realisee en mettant en contact deux 
reactifs contenant respectivement le ligand et le recepteur, et on applique, a Tun et/ou 
l'autre de ces reactifs, un signal electromagnetique a tester et suspecte comprendre le 
signal electromagnetique caracteristique de 1'activite biologique de ce ligand et/ou de 
ce recepteur. 

3. Precede d'amplification selon la revendication 2, caracterise en ce 
que l'application, a Fun et/ou l'autre des reactifs, du signal electromagnetique a tester 
est realisee par exposition d'une solution ou d ! une suspension contenant l'un ou l'autre 
de ces reactifs a ce signal electromagnetique. 

4. Precede ^amplification selon la revendication 2, caracterise en ce 
20 que l'application, a l'un et/ou l'autre des reactifs, du signal electromagnetique a tester 

est realisee par dilution d ! une solution ou d ! une suspension comprenant Tun et/ou 
l'autre de ces reactifs, dans un solvant ayant ete prealablement expose a ce signal 
electromagnetique. 

5. Precede d'amplification selon la revendication 2, caracterise en ce 
25 que 1'application, a Tun et/ou l'autre des reactifs, du signal electromagnetique a tester 

est realisee par dissolution ou mise en suspension de ce ou ces reactifs dans un solvant 
ayant ete prealablement expose a ce signal electromagnetique. 

6. Precede d'amplification selon la revendication 4 ou la 
revendication 5, caracterise en ce que le solvant ayant ete prealablement expose au 
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signal Electromagnetique caracteristique de 1'activite biologique de Techantillon a 
analyser est de l'eau ou du solute physiologique. 

7. Procede ^amplification selon Tune quelconque des revendications 
2 a 6, caracterise en ce que le signal electromagnetique a tester est le signal 

5 electromagnetique capte a partir d f un echantillon a analyser et suspecte contenir le 
ligand et/ou le recepteur. 

8. Procede ^amplification selon Tune quelconque des revendications 
2 a 6, caracterise en ce que le signal electromagnetique a tester est le signal 
electromagnetique rayonne par une source de rayonnement electromagnetique. 

10 9. Procede ^amplification selon la revendication 1, caracterise en ce 

que la reaction entre le ligand et le recepteur est realisee en mettant en contact un 
echantillon a analyser et suspecte contenir le ligand et/ou le recepteur, avec un reactif 
contenant soit le recepteur, soit le ligand, et on applique, a cet echantillon et/ou a ce 
reactif, le signal electromagnetique caracteristique de Tactivite biologique dudit ligand 

15 et/ou dudit recepteur. 

10. Procede d f amplification selon la revendication 9, caracterise en 
ce que Implication, a Techantillon a analyser, du signal electromagnetique 
caracteristique de 1'activite biologique du ligand et/ou du recepteur est realise par 
exposition de cet echantillon a ce ou ces signaux electromagnetiques, ou par dilution 

20 de cet echantillon dans un solvant ayant ete prealablement expose au(x)dit(s) 
signal(aux) electromagnetiques. 

11. Procede ^amplification selon la revendication 9 ou la 
revendication 10, caracterise en ce que Implication, au reactif destine a reagir avec 
Techantillon a analyser, du signal electromagnetique caracteristique de 1'activite 

25 biologique du ligand et/ou du recepteur est realisee par exposition d ! une solution ou 
d'une suspension contenant ce reactif a ce ou ces signaux electromagnetiques, ou par 
dilution d'une telle solution ou suspension dans un solvant ayant ete prealablement 
expose a ce ou ces signaux electromagnetiques, ou encore par dissolution ou mise en 
suspension de ce reactif dans un solvant ayant ete prealablement expose au(x)dit(s) 

30 signal(aux) electromagnetiques. 
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12. Procede (^amplification selon la revendication 9, caracterise en 
ce qu'on applique, a Fechantillon a analyser et au reactif destine a reagir avec lui, le 
signal electromagnetique caracteristique de Tactivite biologique du ligand et/ou du 
recepteur, par exposition d'une solution ou d'une suspension contenant cet echantillon 

5 et ce reactif a ce ou ces signaux electromagnetiques, ou par dilution d'une telle 
solution ou suspension dans un solvant ayant ete prealablement expose au(x)dit(s) 
signal(aux) electromagnetique(s). 

13. Procede ^amplification selon Tune queiconque des 
revendications 9 a 12, caracterise en ce qu'on applique, k l'echantillon a analyser et/ou 

10 au reactif destine a reagir avec lui, k la fois le signal electromagnetique caracteristique 
de i'activite biologique du ligand et le signal electromagnetique caracteristique de 
I'activite biologique du recepteur. 

14. Procede ^amplification selon Tune queiconque des 
revendications 10 a 12, caracterise en ce que le solvant ayant ete prealablement expose 

15 au(x) signal(aux) electromagnetique(s) est avantageusement de 1'eau ou du solute 
physiologique. 

15. Procede ^amplification selon Tune queiconque des 
revendications 1 a 14, caracterise en ce qu'il comprend une etape d f acquisition du 
signal electromagnetique caracteristique de Tactivite biologique de Tun et/ou l'autre 

20 des elements du couple ligand/recepteur. 

16. Procede d'amplification selon la revendication 15, caracterise en 
ce qu ! il comprend une etape d'enregistrement et de restitution d ! une information 
representative du signal electromagnetique caracteristique de Tactivite biologique de 
Tun et/ou Tautre des elements du couple ligand/recepteur. 

25 17. Procede ^amplification selon Tune queiconque des 

revendications 1 a 16, caracterise en ce qu'il comprend une etape de detection et, 
eventuellement, de mesure des complexes resultant de la reaction entre le ligand et le 
recepteur. 

18. Procede ^amplification selon Tune queiconque des 
30 revendications 1 a 17, caracterise en ce que le ligand est un antigene ou un haptene, 
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tandis que le recepteur est un anticorps ou un recepteur rnembranaire dirige 
specifiquement contre ce ligand. 

19. Procede ^amplification selon la revendication 18, caracterise en 
ce que la reaction entre 1'antigene et Tanticorps ou l'haptene et Tanticorps est revelee 

5 par agglutination. 

20. Procede de detection de la presence d'une substance 
correspondant a Tun des deux elements d'un couple ligand/recepteur dans un 
echantillon analytique, caracterise en ce qu'il comprend la mise en oeuvre d'un 
procede ^amplification selon Tune quelconque des revendications 1 a 7 et 9 a 19. 

10 21. Procede de detection selon la revendication 20, caracterise en ce 

qu'il comprend : 

- la mise en contact de deux reactifs contenant respectivement le 
ligand et le recepteur, dans des conditions propres a permettre leur reaction, 

- prealablement, simultanement ou posterieurement a cette mise en 
15 contact, Implication, a Tun et/ou Tautre de ces reactifs, du signal electromagnetique 

caracteristique de l'activite biologique de 1'echantillon analytique, et 

- la detection et/ou la mesure des complexes ligands-recepteurs 
formes au cours de la reaction entre les deux reactifs. 

22. Procede de detection selon la revendication 21, caracterise en ce 
20 que les concentrations du ligand et du recepteur sont choisies de maniere a etre 
suffisantes pour conduire a Tobtention de complexes ligands-recepteurs detectables en 
Tabsence de Implication du signal electromagnetique caracteristique de Tactivite 
biologique dudit echantillon, mais inferieures aux concentrations susceptibles 
d'aboutir a une saturation de la reaction entre ce ligand et ce recepteur. 
25 23. Procede de detection selon la revendication 20, caracterise en ce 

qu'il comprend : 

- la mise en contact de Techantillon analytique avec un reactif 
contenant soit le recepteur, si la substance recherchee dans Techantillon est le ligand, 
soit le ligand, si la substance recherchee dans l'echantiilon est le recepteur, dans des 

30 conditions propres a permettre leur reaction, 
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- prealablement, simultanement ou posterieurement a cette mise en 
contact, l'application, a cet echantillon et/ou ce reactif, du signal electromagnetique 
caracteristique de Tactivite biologique du ligand et/ou du recepteur, et 

- la detection et/ou la mesure des complexes ligands-recepteurs 
5 eventuellement formes. 

24. Appareil de detection de la presence d'une substance 
correspondant a Tun des deux elements d'un couple ligand/recepteur dans un 
echantillon analytique, caracterise en ce qu'il met en ceuvre un precede selon la 
revendication 20 et en ce qu'il comporte : 
10 a) des moyens (47) de reception de i'echantillon analytique et d'un 

reactif contenant soit le recepteur, soit le ligand, permettant leur mise en contact dans 
des conditions propres k permettre leur reaction ; 

b) une source (5, 9, 9', 19) de signal electromagnetique 
caracteristique de l'activite du ligand et/ou du recepteur ; 
15 c) des moyens (51) duplication du signal delivre par ladite source 

(5, 9, 9\ 19) de signal electromagnetique k I'echantillon et/ou le reactif; et 

d) des moyens (53, 55, 57) de detection et/ou de mesure des 
complexes ligands-recepteurs formes au cours de la reaction entre V echantillon et le 
reactif. 

20 25. Appareil de detection de la presence d'une substance 

correspondant a Tun des deux elements d'un couple ligand/recepteur dans un 
echantillon analytique, caracterise en ce qu'il met en ceuvre un precede selon la 
revendication 20 et en ce qu'il comporte : 

a) des moyens (47) de reception de deux reactifs contenant 
25 respectivement le ligand et le recepteur, permettant leur mise en contact dans les 

conditions propres a permettre leur reaction ; 

b) des moyens d'acquisition d'un signal electromagnetique de 
I'echantillon analytique ; 
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c) des moyens (51) d' application du signal delivre par lesdits 
moyens d'acquisition (5, 9, 9\ 19) de signal electromagnetique a Tun et/ou l'autre des 
reactifs ; et 

d) des moyens (53, 55, 57) de detection et/ou de mesure des 
5 complexes ligands-recepteurs formes en cours de la reaction entre les deux reactifs. 

26. Appareil selon la revendication 24 ou la revendication 25, 
caracterise en ce que les moyens de detection component des moyens de detection 
optique. 

27. Appareil selon Tune quelconque des revendications 24 a 26 
10 caracterise en ce qu'il comporte une enceinte (13) munie d'un blindage electrique et 

magnetique entourant lesdits moyens de reception (47). 

28. Application d'un procede de detection de la presence d ! une 
substance dans un echantillon analytique selon Tune quelconque des revendications 20 
a 23 au diagnostic biologique en medecine humaine ou veterinaire. 

15 29. Application d'un procede de detection de la presence d f une 
substance dans un echantill on analytique selon Tune quelconque des revendications 20 

a 23 au controle bacteriologique dans rindustrie pharmaceutique, l'industrie 

cosmetique, les productions et industries alimentaires. 

30. Procede de detection de la presence, dans un signal 
20 electromagnetique a tester, d f un signal electromagnetique caracteristique de Tactivite 

biologique d'une substance correspondant a Tun des deux elements d'un couple 
ligand/recepteur, caracterise en ce qu'il comprend la mise en oeuvre d'un procede 
^amplification selon Time quelconque des revendications 1 a 8 et 15 a 19. 

31. Procede de detection selon la revendication 30, caracterise en ce 
25 que le signal electromagnetique est le signal electromagnetique rayonne par une 

source de rayonnement electromagnetique. 
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